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@ Sondes da detection cTaddes nudelques ranfenmant dea derives de desoxy-2* adenosine. 

Lea sondes da I'invention sont Claborees a parttr de - Ri est chotsi parrrfl le groupe -OH, -OPOsHa, -OPaOsHa, 



krtvts cfadenostne repondant a la form ul ft (I) 




dans laquefla 



-OPsOorU, ou un oligonucleotide, 

- Rz est choisi parmJ on atoms dTiydrogana, un groupe -OH, un 
ollgo- du un polynucleotide. 

- R represents una chains arolnoalcoyle. 

Ces sondes pcrmcttcnt la detection dea sequences nudeotl- 
diqueB ooTTiptemantBiras dans dea echantlDons bfologiques. 
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Description 

SONDES PE DETECTION D'ACIDES NUCLEIQUES RENFERMANT PES DERIVES DE DESOXY-2' 

ADENOSINE. 

^invention a pour objet dea sondes de detection d'acides nucfeiques renfermant des derives da desoxy-^ 
5 adenosine. 

11 est main tenant bien connu das specfaGstos d'avofr recours pour la detection et Hsoiement des sequences 
d'ADN ou d'ARN, a des techniques basees sur I' hybridation entre une sequence determines de nucleotides 
utilise e en tant que sonde, et une sequence de nucleotides complenientaires de ceux de la sonde, 
eventuellement contenus dans une composition renfermant des acktes nudeiques. 
10 De maniere classique, la detection de fragments d'ADN compfernentaire (ADN-c) ou d'ARN message r 
(ARN-m) a ete basee sur I' hybridation de ces fragments avec des oligodesoxynucteatfdes marques avec das 
radioisotopes, principalement un isotope du phosphor e ( 32 P). 

De teDes sondes marquees radioacrfvement et appelees de maniere courante sondes chaudes, permettent 
une grande sensibiltte de detection. Toutefois, rtrtBisation de marqueurs radioactirs est llmltee en raJson da 
15 drffenents Inconvenlents. 

D'une part, la duree de vie generalement courts des elements radioactifs utilises ne ces site constamment le 
renouveflement des sondes, ce qui enframe un prix de revient eleve. 

D 'autre part Temploi de substances radloactlves demands un equipernent specialise et des autorisations 
administratives quelquefois difficiles a obtenir. 
20 De plus, rautomatisation des dosages realises avec de teiles sondes chaudes s'avere difficile a mettne en 
pratique, 

Recemment, des travaux ont ete developpes pour construlre par vofe enzymatique des sondes ne 
comportant pas d 'elements radioactffs. De teiles sondes communernent appelees sondes fro ides permettent 
la detection de I'ADN ou de TARN par reaction enzymatique ou rmmuno-enzymatique. 
25 II s'aglt par exempfe dans ['article de VINCENT C.et al, Nucleic Acids Res. 1982, 1 0, page 6787, de sondes 
froides basees sur le systems antfgene-anticorps monoclonaux(1 ,2), ou ie systerne btotlne-evtdlne (3) couples 
avec une enzyme telle que la peroxydase, la phosphatase alcalins ou la gakctosidase (3,4,5). 

Depuls 1985, on a propose des nucleotides modifies en vue de leur incorporation et de ieur detection 
enzymatique. Parmi ces nucleotides, on cltera des derives de phosphoramfdltes blotinyles en 5', (6,7), des 
30 derives avec la photobiotine (8) et des nucleotides 5' -amino (9,10) qui peuvent etre aussl bien incorpores dans 
ies sondes froides que servir pour la sequencage d'ADN. 

Dans la demande de brevet FR n° 84 13095. deposes le 22.08.1984, au nom das Demandeurs, on a decrit 
egalement de9 sondes constituees de fragments d'ofigonucleolides comportant, en tant que base purfque, 
des groupes adenines motffies. 
35 La poursuite des travaux realises paries inventeurs dans ce domains leur ont permis cf elaborer des derives 
pouvant etre Incorpores par vole enzymatique dans des sequences d'oiigonucleotides. 

Ces derives de desoxy-2' adenosine permettent da mettre a profit Ies avantages des bases modlfiees deja 
mfses au point, tout en disposant de produits possedant des proprxetes ameliorees. 

Un precede pour leur obtention est egalement decrit 
40 U invention vise 1'utflisation de ces derives pour fa synthase enzymatique de sequences d 'oligonucleotides 
et I" utilisation de ces sequences en biologie, notamment pour 1 'elaboration de sondes de grands precision, 
stables dans le temps, avec lesquelfes la detection est realises par des memories non radioacttves facHes a 
utiliser. 

Les derives de desoxy-2 f adenosine comportent une chalne aminoalcoyte en position 8 et reponderrt & la 
45 formula (I) : . 
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dans laquelie : 

- Ri est cholsl parml te groupe -OH. -OP0 3 H 2 , -OPzOeH3, -OPsOdH^ ou un oligonucleotide, 

- R2 est choisi un atome d'hydrogene. un groupe -OH, un oligo- ou un polynucleotide. 

- R represente un© chaTne aminoajcoyle. 

"Cette chaTne R repond plus speclalemerrt a la structure -(CH2) n - NHX, avec n represen tant un entier de 4 a 
12, X un atome d'hydrogene ou un groupe capable de servir de marqueur pour la molecule. 

bis groupements marqueurs approprtes sont des groupemente oolores ou fluoresoente tals que la 
rhodamlne, la fluoresceins ou le dansyl. 

D'autres groupements X comprertnent des haptenes. 

D'autres groupements X encore sont formes par des enzymes, telles que la phosphatase ou la peroxydase. 
Lee peptides sont egaiement utilisables en tant que groupement marqueur X, 
D'une maniere avantageuse, X represents la biotine. 

Lea derives definis ci-dessus permettent d'elaborer das sondes ayant une stabBite at une sensibillte 
accrues, lis presentent egaiement I'avantage de pouvoir etre datectes par des methodes immunoenzymatl- 



Selon un autre aspact de grand interSt, cos nucleotides peuvent etre inoorpores par vole erayrnatlque (par 
example avec une polymerase, terminal^uclecmdyl-transferase, llgase) dans un fragment d'ADN ou d'ARN. 

Les derives clans lesquele le groupement X de la chatne de substitution aminoaJooyle represents un atome 
d'hydrogene permettent avantageusement I'accrochage avant ou apres Incorporation dans une sequence 
nucleotidlque sur un groups marqueur- . . t 

les derives dans lesquele le groupe X est un groupe marqueur permettent, dans des essaJs dliybriaallon 
avec des oligonucleotides renfermarrt de tets comptementafres de I'oltgonucleotlde, la detection des 
sequences sans marquage radlo-actif. 

Avantageusement X est choisi parml des groupements cotores ou fluorescents, notamment la rhodamlne. 
la fluoresceine, le dansyl. 
En variant©, X est un haptens par example le dinitrophenyls. 

Dans d'autres derives avantageux, X represente une enzyme, notamment une peroxydase, une 
ph sphatase. 

Dans un autre mode de realisation, X represente la biotine. 

Les derives d'adenosine definis ci-dessus peuvent etre inoorpores enzyrnatiquement dans une chains 
nuoleotWIque par rintermedlaJre de Ri at d'un groupe -OH en position 3* du motif sucre. 

Les oilgo ou polynucleotides resultants entrant egaiement dans le cadre de rinventton. 

Les derives d'adenosine ci-dessus sont avantageusement obtenus par vole de synthase en utilfsant un 
precede comprenant la reaction d'un derive de desoxy-^ adenosine dont la position 8 de la base purique est 
actives, avec une diamine de formule (II) : 
NHHCH 2 )n-NHX (II] 

dans laqueile n et X sont tels que definis ci-dessus. 

Comme derive d'adenosine active sur la position 6, on utilise avantageusement un halogenure. II 9'aglt plus 
specials merit d'un bromure ou encore d'un chlorure. 

La reaction avec la diamine de formule (II) est reafisee en presence d'un solvant organique. Des solvants 
approprtes comprennent le methanol, I'ethancl, le propanol, la pyrlolne* 

Les derives d'adenosine dans lesquels la position 5' du motif sucre oomporte un groupe phosphate, sont 
obtenus de preference par phosphorylation avec un agent tel que le cyano-ethyl-phosphate, sort directement 
sur le nucleoside lorsque X represente un atome d'hydrogene, so it apres blocage de la fonctlon amine libra. 

Un blocage approprie est realise avec le groupe benzyioxycarbcnyle. 



ques. 
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Les derives di- et triphosphates correspondants sont obtenus par action de derive S'-morphoHdate avec un 
sal de phosphate ou de pyrophosphate. 

Les nucleotides ci-dessus peuvent etre incorpores enzymatiquement dans un oligonucleotide. 

Avarrtageusem nt, cette incorporation est effectuee par la technique dite d "nick-translation'. 
5 Cette procedure permet 1'incorporation uniform e d nucleotides dans un fragment d'ADN ou d'ARN, a des 
sites espaces reguBerement, en traltant ( dit fragment d'ADN ou d'ARN avec una enzyme, notamment 
TADNase I d 'E.coll , qui agrt en foumissant des extremites Itbres 3 f -Of-L La reaction avec I'ADN polymerase I 
permet ensuite I' incorporation des nucleotides souhaites dans to fragment d'ADN ou d'ARN. 

En variante, r Incorporation enzyrnatique des nucleotides peut etre realises par rutiUsation de la 
10 termlnaldeoxytransferase avec un fragment d'ADN simple ou double brim 

Sefon un autre mode de realisation utilisant des derives preferes deflnis ci-dessus dans lesquefs R 
represent© une chaine -(CH2>n NH2, avec n tel que definl ci-dessus, on incorpore enzymatiquement te derhS 
d'adenoslne dans une sequence nucleotidique , puis on introduitchimiquement la biotine par action de fester 
N-hydroxy-sucdnirnlde de fa biotine sur la sequence nudeotidique. 
15 Les differents groupes X peuvent etre Introdufts par reaction analogue. 

Lbs derives d'adenosine ci-dessus constituent des intermediaires de ayn these de grans interet pour 
I* elaboration de sequences de nucleotides utilisaJbles comme sondes pour fa detection el Hsolement d'une 
sequence d'acldes nudeiques presents par exemple dans un melange bioiogjque liquids ou dans un lysat 
ceHufaire. 

20 Ces sequences de nucleotides, grdce aux modifications apportees au groupe adenine, sont capables de 
s'hybrider avec une sensible e levee avec des sequences complementaJres, formant des hybrides de grande 
stabliita. 

Les sondes obtenues a parti r de sequences de nucleotides renfermant les derives de Invention presenter* 
de plus une grande stabifrte dans le temps, et peuvent Sire conservees pendant plusieurs annaes. 
25 La detection des sequences nuc&otidiques complementaJres s'hybridant avec la sequence nucleotidique 
contenue dans la sonde est realise© par des methodes non-radioaotives bas&es sur fe groups ment X 

Par methodes non-radloactfves, on entend par exemple une reaction de detection par chimie luminescence, 
a raids de produits colores ou fluorescents. 

En variante, la detection peut etre realises par une reaction immuno-enzymatlque T utilisant des enzymes ou 
20 des anti corps. 

Selon un mode de realisation prefers de HnvenTfon ou le nucleotide est modifte par I'introduction d'une 
moleculB de biotine, on realise un couplage entre la biotine et une enzyme. 

Avantageusenient, on utilise I'avidine, qui forme avec la biotine un comptexe stable. Ce couplage peut etre 
effect ue apres fa reaction cThybridatrcn. 
$5 Sefon une variante de realisation, I'avkQne est coupJee eile-meme avec un produtt de detection, par 
exemple, un compose colore ou fluorescent tel quo ta rhodamine ou la fluoresceins. 

Selon une autre variante, I'avidine est couples avec une enzyme formant, apres reaction, des produits 
insoluble* facilss a detector. 

Avantageusement, cette seconds enzyme est une phosphatase eJcalrne ou une peroxydase. 
40 La detection de la biotine peut egaiement etre realise© en utilisant un anttaorps antl-biotfne. 

U va de soi que cette modification chlrrrique doit etre telle qu'elle ifempdche pas ('hybridation ulterieure 
eventuelle da la sonde avec la sequence ou te fragment d'ADN recherche, 

Les sondes de f invention sont avantageusenient utilise es pour detecter des sequences d'ADN 
complememaires chez des bacteries et virus infectieux. Perm! ceux-ci, on citera Chlamydia, Campylobacter, 
45 Brucefla, Parvovirus, le virus responsable de la rhizomanle de la betterave, le virus de I'hepatite B. 

Ces sondes sont egaiement utiftsables pour detecter des resistances bactertennes aux antibiotiques. 

D'autres caractertstiques et avantages de r Invention apparattront dans les exemples qui suivent retatffs a la 
synthase de derives desoxy-S' adenosine et a leur utilisation pout ('elaboration de sondes. 

SO EXEMPLE DE SYNTH ESE DE DERIVES PURIQUES SUBSTITUES EN POSITION 8 PAR UNE CHAINE 
BIOTJNYLEE. 

N^amfrHJ-lKlBcanyl-IOJ-S-desoxy^ adendsfne (compos 6 1) 

Un melange (15,17 g, 47 m motes) de bromo-8 d6soxy-2' adenosine (3) et (32 g, 16a m moles) de diamino-1, 
55 10 decane dans 350 ml d'ethanol est porte a reflux pendant 24 h euros. La solution est ensuite concentres a 
sec et le residu obtertu lave plusieurs fois a i'ether ethytfqiie pout extra! re la diamine en exces. Une fraction du 
residu est purifiee sur colonne de siBce sous legere pression utilisant, comme solvartt le melange tertiaire 
isopropanol-NHtOH+bO, (6-1-1). 
F: 190°C 

€0 Analyse Cafculee pour C20H36N7O3 (421) 
C 56,98; H 8,37; N 23.25 
Analyse Trouvee C 56,83; H 8,59; N 23.65 
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N-[N-benzyfoxycarbonytamino-1 decanyt-10]-8 desoxy^ adenosine (compose 2) 
3,7 g (8,5 m moles) de compose 1 sont dissous en chautfant dans un melange de 30 ml d'eau et de 40 ml 

d'ethanol. A la solution revenue 8,1a temperature amtHame, on ajoute (4,5 g, 17 J mmoles) de chlorure de 

N-benzyloxy carbonyte N'-methyle tmidazolium et on malntierit sous agitation magnetlque pendant 24 heures. 

La solution est concentred jusqu'a secheresse et le sirop oblenu purifie par chromatographle sur silica 

(CH2CI2-M9OH) (MeOH - methanol). 
On obtlent 3,33 g de produft benzyloxycarbonyle correspondent a un rendement de 72%. 

N-benzoyt-S N*[hJ^ei^oxycarbonylamino-1 decanyl-10] -8 desoxy-2 7 adenosine (compose 3) 

2,38 g (4,28 mmotes) du compose 2 sont seches par deux coevaporatlons avec de la pyridine (Merck) puis 
dissous dans 15 ml de ce mSmo solvant anhydre. 

A 0°C (bain: eau plus glace) on ajoute goutte a goutte 3,7 ml de chlorure de benzoyle et on lalsse le melange 
revenlr a temperature amblante ; apres 24 heures on d6trutt I'exces de reactff par adoption de 5 ml de methanol 
et on concentre la solution a sec. Le residu est dissous dans 100 ml de CH2CI2 et lava avec une solution 
saturee de NaHCOa puis a I'eau ; la phase organJque est sechee sur sulfate de sodium, filtree et evaporee 
sous vide. 

Au slrop dissout dans un melange de 12,6 ml de pyridine et 6.4 ml d'ethanol (refroidi dans un bain d'eau et 
de glace) on ajoute 9,5 ml de soude 8N. Apres une demWieure fa solution est neutralise* a Talde de resine 
Dowex 50 WX8 sous forme H+ ; la resine est filtree, rincee au methanol et le solvant est concentre jusqu'a 
secheresse. Le derive monobanzoyte cristafllse dans I'ethanol 
F : 87-88°C (ethanol) 

RMN 1H 400 MHz: (CDCb + TMS) : 8 *= 1.20 (rn, 16H, CH 2 (3,8); 1,38 (m, 2H t CH 2 (9); 1.66 (m, 2H, CHa{2)); 
2,22 (m, 1H, H"2); 2,67 (m, 1H, H'2); 3,10 (m,2H. CH 2 (10)); 3,35 (m, 2H, CHg (1)); 3,87 (m, 2H, H5'5 f '); 4,08 (m, 
1H H'4); 4,69 <m f 1H, H*3); 4,76 (a, 1H, NH); 5,06 (s, 3H, CH^ + NH); 6,50 (q, 1H, H'1); 7,37 (3, 5H, <p ); 
7,41-7.49 (m. 3H, H (p'p.H <p'mm'); 7.98-8,00 (s + s. 2H, Hcp'ool; 8,4 (8 t 1H.H2). 

N- benzoyl -6 benzoyl-3' N-[N-berizyloxyoarboriylamirio-1 decanyM0]-8 desoxy^ adenosine (Compose 4) 

A 2 g (3 mmotes) du compose 3 dissous dans 6.5 ml de pyridine, on ajoute 1,13 g (3,3 mmoles) de chlorure 
de dimethoxytrttyle. Apres 2 heures et demle a temperature amblante, on detrult I'exces de reactif par addition 
de quelques gouttes de methanol, on concentre & sec et on dissout le residu dans du CH2CI2, on lave aveo une 
solution saturee de bicarbonate de sodium puis a I'eau. On seen a la phase organlque sur sulfate de sodium. 
Apres filtration et evaporation sous vide, on lave le precipite a. Vether de petrole. 

On dissout le derive trttyte (1,85 g, 1,9 mmole) dans 25 ml de pyridine (Merck) et on ajoute 2,6 g (11,4 
mmoles) de chlorure da benzoyle et 115 mg de DMAP. Apres une heure et demle a temperature amblante, on 
concentre sous vide, on dlfue avec du CH 2 C!2, on lave avec une solution saturee de bicarbonate de sodium 
puis a I'eau et on precipite a l'ether de pelrole. 

Le precipite est dissous dans 30 ml d'un melange CH 2 Cfe-MeOH (7-3) contenant 2% de BSA; 10 minutes 
apres et a temperature amblante, la solution est laves (NaHCOs et HaO), sechee et concentree sous vide. Le 
residu est purifie par chromatographic sur slllce (solvant CHsCla-MeOH). 

RMN 1 H 400 MHz: (CDCI3 + TMS) : 5 =- 1^5 (m, 16H, CH 2 (3-8)); 1,46 (m, 2H. CHa (9)); 1,63 (m. 2H. 
CH 2 (2)); 2,47 (dd; 1H, H"2); 2,97 (m, 1H, H'2) ; 3,17 (q. 2H, CH 2 (10)), 3,47 (q f 2H, CH 2 (1)); 4,03 (d, 1H, H"5); 
4,16 (d, 1H, H'5): 4,31 (m, IK H'4); 5.08 (s. 2H, CH*p); 5,71 (d, 1H. H'3); 6,66 (q, 1H, H'1): 7,33 (8, 5H ( 9); 
7,45-7,65 (m, 2H, Hcp'romO; 7,82 (d, 1H, H<p'p); 8,00-8,12 (2d, 2H, Kfap'oo'); 8,57 (s, 1H, H 2 ); 9,10 (a, 1H, 
NHCOtp'). 

N-[amlno-1 decanyMOI-8 desoxy^ triphosphate-6' adenosine (compose 5) 

Une solution de 327 mg (0.42B mmole) du compose 4, 1 mmole de cyano ethylphsophate set de pyrldinium 
(1 ml d'une solution stock a 1 mmole/ml) dans 5 ml de pyricfine est concentree sous vide a 30° C; to strop 
oblenu est dissous & deux reprises dans 10 ml de pyridine puis evapore a sec ; on recommence la mSriie 
operation avec de la pyridine anhydre. 

Le residu sec est dissout dans 5 ml de pyridine anhydre, on ajoute environ 0,5 g (6 eq.) de N, 
N'-dkyctoriexylcarbodnmide (DCC) et on lalsse le melange a temperature amblante 48 heures sous agitation 
magn6tique. On ajoute 3 ml d'eau, on lalsse sous agitation pendant une heure, on chasse la pyridine & sec et 
on reprend le residu avec 10 ml d'eau; on ffltre la dicyclohexyluree formee et on la rince avec 10 ml d'eau. On 
concentre le ffltrat et on reprend le residu dans 30 ml d'NhUOK 6M et on IMncube 24 heures a\ 60*C; on 
concentre ta solution ammonlacale et on purifie le slrop obtenu sur Sephadex G10 utlllsant comme solvant le 
melange ethanol-eau, (EtOH-H 2 0). (1-2). Apres lyophllisatlon des fractions positives en UV et au dosage du 
phosphors on obtlent 178 mg (rendement 49<%) de monophosphate. 

200 mg de monophosphate sont dissous dans un melange eau-methanol (1-1) puis la solution est passee 
sur une colonne (3 x 1 cm) de residu Dowex 50 WX8 sous forme rnorphollnlum; la co tonne est laves avec oe 
melange jusqu'a ce que I'efffuent n 'absorbs plus dans TUV. 

La solution est concentree; on reprend le residu dans 3 mi d'alcool terbutylique et 3 ml H2O, on ajoute 105 jxl 
de morpholine distillee (4 eq.) et, goutte a goutte, 259 mg (1 .25 mmole) de DCC dissous dans 4.5 ml d'alcool 
terbutylique. On ports a reflux pendant 4 heures. Une ohromatographle sur couche mince de sfllce. utlllsant 
comme solvant le melange isopropanol-NmOH-H^ (7-1-2) incfique que la reaction est termfnee. 
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La solution est nsfrafdle a temperature ambiante, on fittre la preciprte forme que Con lave a I'atcool 
terbutylique; la ffltrat est evapore a sec. Le residu est dissous dans I'eau el la phase aqu use extrafte 3 fols a 
I'ether (15 ml). La concentration de la phase aqueuse conduit au morpholfdate avec un rendernent de 75%. 

A 178 mg (1 mmole) d'acide pyrophosphorique dissous dans 5 ml d'eau, on ajoute 10 mf de pyridine (Merck] 
5 et 1,0 ml (4,2 mmoJes) de trlTHbutylamjne cfistiflee. Cette solution homogene est evaporee fusqu'a obtentlon 
cTun sfrop que Ton deshydrate par 4 coevaporations successfves avec 10 ml de pyridine anhydre. 

La pyridin residueile est ensuite eliminee par deux coevaporations avec du toluene (5 ml) fratchement 
distills et recueilB sur tamls molecufaire 4°A. 

Le pyrophosphate sel da tri-rHbulylamine est ensuite rajoute au morphotidate dissous dans du cfimetnyle 
10 sutfoxyde (DMSO) (5 ml, anhydre), 

A la solution mafntenue a temperature ambfante on ajoute apres 24 heures, 0,5 mrnofe du sel de 
tri-n-butylarnine de 1'acide pyrophosphorique prepare comme precedemment. Apres 3 jours a temperature 
ambiante, le morpholidate a cftsparu, on ajoute 5 mf d'eau et I'on depose ia solution sur une colonne (2,5 x SO 
cm} de DEAE cellulose sous forme bicarbonate. La colonne est lavee a I'eau jusqu'a ce que ('effluent 
15 n'absorbe plus dans TUV puis eiuee avec un gradient Hnealre 0-0,35 M de bicarbonate de trtethytammonium. 

Les fractions (3 ml) contenant le triphosphate iderrriffe (UV - p ho sphere) sont reunfes et evapore as a sec 
(bain-marie 30-35° C); le TEAB est eiimine apres piusfeurs evaporations avec du methanol, plusieurs 
dissolutions dans I'eau sufvtes de lyopfiflisations. 

A parti r de 200 mg de monophosphate, 36 mg de triphosphate ont ete obtenus, soit un rendernent de 23<W). 

2Q 

Spectrometrie de masse 

Theorfque C2CH3BN7O12P3 M ~ 661,16 
Trouve [M + H]+ - 662,16 

RMN 1 H 400MHz: (CfcO): 6 = 1,8 (m, 14H. decyl protons); 1,49 (t, 2H, decyJ protons); 1,61 (m, 2H, decyl 
25 protons); 2,16 (dd, 2H, H"2); 2,68 (m, 1H, ^2); 2,84 (t, 2H, decyl protons) ; 3,38 (n>, 2H, H5'5"); 4,14 (dd. 1H. 
HM); 4,30 (t. 1H, H'3); 4,65 (HDO); 6.35 (q. 1H. W\): 7,98 (s. 1H, H2). 

RMN 31 P 162 MHz: (DaO):par rapport a PO4H3 - -8,209 (d, 1P, P y , JPyJPfi - 19.45 Hz); -9,866 (d, 1P, P«, 
Jpa, Pp. Jpa Pj> - 19,45 Hz, JpteJ>p - 0 HZ); -20,987 (t, 1P, P Pl Jp&-Pa - Jpp - Py + 19,45 Hz). 

30 N-[N-bfotfnyf-1 decanyH0]-8 desoxy^ triphosphate-5' adenosine (compose 6) 

Au triphosphate 5 {9 mg) on ajoute une solution de bicarbonate de sodium 1~M (200 pJ) et de Pester de la 
W-hydroxy succinlmlde de labiottne (5 mg) dissous dans du dirr^thyiformamide (DMF) (100 uJ fralchement 
distill, 

Apres 24 heures a4°C (test nrnhydrlne: negatif) on ajoute de I'eau (1 ml) au mJUeu reactlonrtel puis on le 
35 dispose sur une colonne de chromatographic Sephadex G10. L'elution a I'aau fourriit essentiellement deux 
pics absorb ant dans I 'ultraviolet, seul Tun d'eux donne une reponse positive au test des gucres et negative au 
test des amines; les fractions de ce dernier (3 ml) sont reunies et evaporees a sec puis purffiees en 
chromatographie a phase liqutde a haute performance (CLHP) (colonne Nudeosil 5C18 4,6 x 250 mm) et 
lyophiltsees. On obtient un rendernent de 16<Vb. 

40 

Spectroscopic de masse 

theorique CaoHBeNsO-uSPg M 887 
trouve [M + HJ+ - 888,63 

On donne cl-apres un example de detection d'une sequence d'ADN reafisee aveo des derives preferes de 
45 (Invention. 

Detection d'une sequence nudeotidique d'ADN comportarrt une partle du genome du virus de ['hepatite B 

I. MATER1ELS ET METHODES 
so Le compose 6 est Incorpore enzyrnatlquerrtent par la technique de "nick-translation" dans le pfasmide 
pCP10 (12) contenant deux fote les parties du genome du virus de ('hepatite B. 

L'incorporation enzyroatique a ete realisee en presence de dCTP trifle aftn de pouvoir suivre indirectement 
le taux de substitution. 

Le compose 6 constitue un substrat utiftsable pour I'ADN polymerase J de E. coll . 
55 En presence de 0,2 mM de compose 6, 14 <Vb das adenosines ont ete substitues dans 300 ng du plasm! de 
pCP10. 

- La determination du seuN de detection de cette sonde biotlnylee a ete caiculee en utflisant la technique 
sulvante : 

Un microlitre de differentes concentrations de la sonde biotlnylee est depose sur une membrane de 
60 nitrocellulose. Cette membrane est ensuite culte pendant 2 heures a 80° C sous vide, saturee en presence de 
tampon trls-HCi 10 mM, pH 8, contenant du chlorure de sodium (0,15 M) de Patburrrine bovine {1 °/o) et du 
Tween (0,1 <Yo) ailn de diminuer les adsorptions non specifrques. La detection de ia sonde (mmobffisee sur la 
membrane est realisee par une incubation d'1 heure avec de I'avWine, de fa streptavfdine ou des antfeorps 
antl-biotine marques par la phosphate alcaJlne, suivle cfune incubation de 30 minutes dans le substrat 
65 appropiie. Quelque soit le systeme de detection (avidlrte, streptavldlne ou anticorps) et dans les conditions 
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utilises R a ete possible de detecter Jusqu'a 1,5 pg de sonde. ' 

Utilisation de cette sonde biotlnylee pour d6tecter I'ADN cfble contenant une . sequence d'ADN 
homologue, montre que la Ifmlte de d6tectlon est egais a 8 pg en suivant la pr tocole classlque d' hybridation 
sous forme simple brln a 68°C pendant 16 heures avec ta sonde ccncentree a 75 ng/ml (13). 

La sonde biotinytea paut egalement etre utifisee a 42° C avec 50 Qto de formamld . Elle est parfaltement 
stable dans ces conditions. 

Ainsi qu'il a ete deja dit et comma il resutte d'ailleurs de ce qui precede, rinvention ne se irmfte nullernerrt aux 
exemples de realisation qui ont ete plus particulierement decrfts mats en em bras se ail contraire toutes les 
variantes. 
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Revendl cations 

1. Sondes de detection d'acides nuclelques, caractertsees en ce qu'elles sent etaborees a parur de 
derives de desoxy-^ adenosine repondant a la formule I 
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NH* 
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N T N t 




(i) 
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SO 
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dans laquefle : 

- Ri est cholsl parml le groupe -OH, -OPO3H2, -0P2OeHa, -OP3OSH4, ou un oligonucleotide, 



66 



Printed from Mimosa 01/07/09 14:23:23 Page: 7 



0254 646 



- R2 est choisf parmi un atonrte d'hydrogene, ungroupe -OH t un ollgo- ou un polynucleotide, 

- R represente una chaSne arrtlnoalcoyle. 

2- Sondes selon la revendfcatfon 1 , oaracterisees en ce que la chatne R repond a Ja structure -(CH 2 )n 
-NHX. avec n representant un en tier 4 k 12, X un atome d'hydrogene ou un groupe capable de servir d 
s marqueur pour la molecule. 

3. Sondes selon la revendication 2, caracterisees en ce que le groupe marque ur est cnoisJ dans les 
eroupements colores ou ftuorescsnts teis que la rhodamfne, la fluoresceins ou le dansyl, les haptenes, 
des enzymes telJes que la phosphatase ou la peroxydase, des peptides u de la biotine. 

4, Sondes selon Pune quelconque des revendlcations 1 a 3. caractertsees en ce que les motifs 
70 adenosine sont incor pores dans la chatne nucleotidfque par voie enzymatique. 
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